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Introduzione
Lo studio delle interazioni tra molecole organiche e membrane cellulari costituisce pratica-
mente da sempre uno dei temi più importanti, affascinanti e complessi della ricerca biochimi-
ca. Parlare di interazioni tra membrane cellulari e molecole organiche significa riferirsi ad un
argomento estremamente ampio, considerando la complessità e la varietà sia delle membra-
ne cellulari che delle molecole organiche biologicamente rilevanti, che, solo per dimensioni,
possono andare da pochi a decine di migliaia di atomi. Le membrane cellulari costituiscono
la più importante “barriera” che una molecola che vada ad interagire con un organismo si tro-
va ad incontrare e, se moltissimi processi di interazione sono mediati da recettori posti sulla
membrana stessa, in altrettanti casi può esserci un’interazione diretta tra “agente esterno” e
membrana cellulare. In ogni caso la comprensione dettagliata dei processi di interazione tra
membrane e molecole organiche, anche di piccole dimensioni, ad esempio con funzione di
farmaci, è tuttora qualcosa di molto difficile da raggiungere, e pertanto studi su sistemi mo-
dello, mirati a comprendere anche solo le possibili interazioni dirette, hanno sempre rivestito
e tuttora rivestono un notevole interesse.
La spettroscopia di Risonanza Magnetica Nucleare (NMR) ha sempre svolto, fin dagli an-
ni ’70, un ruolo molto importante in questi studi, permettendo di raggiungere un dettaglio
molecolare difficilmente eguagliabile da altre tecniche. Tipicamente le membrane cellulari
vengono modellizzate con doppi strati lipidici, di fosfolipidi biologicamente rilevanti (trala-
sciando dunque una serie di altri componenti importanti ma che aumenterebbero a dismisura
la complessità del sistema, quali proteine, zuccheri, ecc..) e la piccola molecola organica di
interesse viene aggiunta al sistema lipidico. Grazie alla possibilità di osservare una varietà di
nuclei, spesso ulteriormente ampliata attraverso la deuterazione selettiva di lipidi o dell’agen-
te esterno, e di sfruttare molte interazioni nucleari (schermo chimico, interazioni dipolari e
quadrupolari), sensibili a diverse proprietà molecolari sia strutturali che dinamiche, gli studi
NMR hanno permesso di determinare, per molte piccole molecole organiche, la collocazio-
ne preferenziale nei doppi strati lipidici (nella zona delle teste polari o in quella delle code
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alchiliche), il grado di ordine orientazionale, le modifiche indotte sulla membrana modello
(conformazionali, di ordine orientazionale, di dinamica molecolare) e, sebbene in un numero
molto più limitato di casi, sull’acqua presente tra i doppi strati lipidici, arrivando in molti ca-
si ad ottenere quindi un quadro abbastanza dettagliato delle interazioni molecola-membrana
modello.
Questa tesi nasce con l’obiettivo di indagare le interazioni tra un modello di membrana cel-
lulare, cioè la fase lamellare Lα di DOPC (1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina)/acqua, e
una piccola molecola organica, l’1,7-diossaspiro[5.5]undecano, uno spirano che costituisce il
principale componente del feromone sessuale della mosca dell’olivo (Bactrocera oleae), un
insetto diffusissimo nelle regioni del mondo caratterizzate da coltivazioni di olivi, e che per
essi costituisce una vera e propria rovina. Sebbene isolata e studiata sin dai primi anni ’80, di
questa molecola non si conosce ancora non solo il meccanismo molecolare della sua interazio-
ne con le membrane cellulari dell’insetto, ma neppure esattamente l’effetto che essa avrebbe
sulla mosca femmina. Sia il maschio che la femmina sono in grado di produrre la miscela
racema dello spirano: il maschio riesce a sentire l’enantiomero R, emesso dalla femmina,
da distanze molto grandi, localizza la femmina e la investe di una gran quantità di feromo-
ne. La femmina, sensibile all’enantiomero S, probabilmente risente solo di questo effetto a
breve distanza e, da studi comportamentali sull’insetto, sembra che l’effetto che essa subisce
sia anestetico e/o afrodisiaco. Sebbene sia possibile l’esistenza di specifici recettori del fero-
mone sulle membrane cellulari, data la pressoché totale assenza di studi “molecolari”, risulta
interessante provare ad investigare le dirette interazioni tra feromone e membrana cellulare.
Inoltre, alla luce dell’ipotetica funzione anestetica del feromone, è importante menzionare
che, sebbene siano utilizzati da più di un secolo, il meccanismo molecolare di funzionamento
degli anestetici, e soprattutto degli anestetici generali, non è stato ancora assolutamente com-
preso nella sua interezza. In particolare, è nota e valida una certa “proporzionalità” tra potere
anestetico e lipofilicità di un anestetico (legge di Meyer-Overton), il che, insieme alla varietà
chimica di sostanze con potere anestetico, ha fatto supporre che un ruolo chiave sia giocato
da un’interazione diretta tra anestetico e membrana, piuttosto che, o in aggiunta a quella con
ipotetici recettori specifici.
In questo lavoro di tesi lo studio delle interazioni tra feromone della mosca dell’olivo e
membrana cellulare modello è stato affrontato applicando un approccio basato sulla combi-
nazione il più possibile estesa ed efficace dell’osservazione dei diversi nuclei disponibili nel
sistema (31P, 1H, 13C, 2H) e della misura di diverse proprietà nucleari (chemical shift isotropo
e anisotropo, interazioni quadrupolari, tempi di rilassamento), al fine di ottenere un ampio
quadro di informazioni, sia strutturali che dinamiche (con frequenze caratteristiche dagli Hz
ai MHz). Per estendere l’insieme di dati sperimentali ottenibili, lo studio è stato condotto su
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due sistemi: feromone in DOPC/2H2O e cicloesano perdeuterato in DOPC/H2O. Il cicloesano
appare essere un buon modello per il feromone, in termini di struttura chimica, caratteristiche
di solubilità e apolarità (confermate da misure svolte durante la tesi). La possibilità di ottener-
lo facilmente in forma deuterata consente, grazie all’osservazione del nucleo 2H, di studiare
selettivamente il comportamento dell’agente esterno una volta in contatto con il modello di
membrana cellulare. D’altra parte l’utilizzo di acqua deuterata per la preparazione della mem-
brana modello per il feromone permette di indagare selettivamente il comportamento dell’ac-
qua presente tra i doppi strati lipidici e in particolare la sua risposta alla presenza di feromone.
I nuclei 31P, 13C e 1H forniscono, per entrambi i sistemi, informazioni strutturali e dinamiche
utili sia sulla membrana modello che sui soluti. Lo studio NMR è stato condotto al variare di
importanti parametri, quali la temperatura e la concentrazione di agente esterno in membrana,
ed è stato completato da misure DSC e SAXS svolte nell’ambito della collaborazione con il
gruppo di ricerca del Dr. Lo Nostro dell’Università di Firenze, da cui ha avuto origine questo
studio.
La tesi si articola in sei capitoli, i primi tre a carattere più “introduttivo”, i secondi tre
contenenti i risultati sperimentali del lavoro. Il Capitolo 1 è dedicato ad un’introduzione
descrittiva al “mondo” dei feromoni degli insetti e in particolare alla mosca dell’olivo; nel
Capitolo 2 vengono descritti alcuni concetti base della spettroscopia NMR, particolarmente
rilevanti per questo studio, quali le interazioni nucleari, l’effetto su di esse dei moti molecolari
e i processi di rilassamento nucleare; nel Capitolo 3 sono descritte le tecniche NMR utilizzate
in questo lavoro. La seconda parte della tesi si articola in tre capitoli in cui vengono descritti
e analizzati i risultati dello studio NMR svolto su: modelli di membrana cellulare tal quali
(DOPC/H2O e DOPC/2H2O) (Capitolo 4), cicloesano deuterato in DOPC/H2O (Capitolo 5),
feromone in DOPC/2H2O (Capitolo 6); all’interno di ciascun capitolo i risultati sono riportati
divisi per nucleo osservato.
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I feromoni ed i loro effetti sulla membrana
cellulare
I prodotti semiochimici sono sostanze che trasmettono messaggi tra gli organismi viventi. Un’
importante classe di queste sostanze è costituita dai feromoni, piccole molecole biologiche di
norma idrofobe, che sono emesse da un individuo e producono una risposta in un altro indi-




In natura esistono vari tipi di feromone, ciascuno con uno scopo unico e ben definito: sono
stati individuati feromoni di allarme, altri che rivelano la presenza di cibo, o che influenzano
il comportamento, ed infine quelli sessuali.
I casi più noti in letteratura sono i feromoni degli insetti, classificabili in base al loro scopo:
i feromoni epideittici sono usati per definire confini territoriali, per esempio alcune femmine
li emettono nel luogo dove hanno deposto le uova per indurre le altre a ovodeporre da un’
altra parte. I feromoni di allarme invece sono emessi anche dalle piante quando viene abrasa
la loro corteccia, per esempio da un erbivoro, in modo da far aumentare nelle piante vicine
la produzione di tannino, sostanza che le rende meno appetibili. Un altro interessante tipo di
feromone è il cosiddetto feromone pista, che nel caso delle formiche è un insieme di idrocar-
buri volatili che permette di indicare il percorso da seguire per arrivare al formicaio o al cibo.
Infine il corteggiamento e l’accoppiamento degli insetti sono innescati dai feromoni sessuali,
che sono sesso-specifici e sono secreti da ghiandole particolari: questo tipo di feromone e la
sua azione a livello della membrana cellulare di un particolare dittero (la mosca dell’olivo,
Bactrocera oleae) saranno oggetto di studio di questa tesi.
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1.1 Gli insetti e lo stimolo al loro accoppiamento
Il processo di accoppiamento degli insetti inizia generalmente con il rilascio da parte della
femmina del feromone sessuale in miscela racema, regolato da ormoni e dipendente da tem-
peratura ed età dell’individuo; quando il maschio recepisce la presenza di feromone, inizia la
fase di localizzazione della femmina. Una volta che quest’ultima è stata individuata, in un’u-
niforme nuvola di feromone emanata ad intermittenza dal maschio, il sistema sensoriale della
femmina viene rallentato secondo il fenomeno dell’affaticamento sensoriale, che consiste nel-
la riduzione dell’accensione dei chemiorecettori. Il tutto è quindi seguito dall’accoppiamento.
Il liquido seminale maschile ha due effetti sulla femmina: regolarizzare la percentuale di uova
deposte e abbassare il desiderio sessuale per prevenire l’accoppiamento della femmina con
altri maschi [2].
1.1.1 Probabili meccanismi d’azione del feromone sessuale
Nella maggior parte degli insetti ed in particolare dei ditteri (insetti a due ali) i feromoni
sessuali vengono percepiti per via olfattiva. I meccanismi di funzionamento “molecolare” dei
feromoni percepiti per via olfattiva ed in particolare di quelli sessuali, a livello dei neuroni, è
ancora abbastanza sconosciuto. Come schematizzato dalla figura 1.1(a), i neuroni sensoriali
olfattivi dei ditteri sono posizionati sotto al sensillo, che è una struttura presente sul corpo
dell’insetto simile ad un pelo, generalmente localizzato sulle antenne. Questi neuroni portano
i messaggi dall’ambiente esterno al cervello dell’insetto e sono collegati ai lunghi dendriti
ciliati; tali dendriti sono protetti da una soluzione acquosa proteica ricca di potassio, detta
linfa del sensillo. La parete del sensillo è perforata in modo da permettere il passaggio di
piccole molecole volatili, come il feromone [2].
(a) Sezione di un sensillo (b) Sensilli al microscopio elettronico
Figura 1.1: I sensilli dei ditteri.
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Figura 1.2: Posizionamento delle antenne, su cui sono presenti i sensilli, in un dittero (mosca
della frutta Drosophilia Melanogaster).
Il meccanismo molecolare di trasporto e funzionamento del feromone nelle cellule non
è stato ancora chiarito; un’ipotesi riportata in letteratura ([3] e riferimenti relativi) è che il
trasporto ed il riconoscimento del feromone a livello molecolare avvengano principalmente
attraverso tre stadi schematizzati in figura 1.3:
1. Il feromone presente nell’aria è adsorbito sulla superficie del sensillo e poi diffonde at-
traverso i pori; viene quindi desorbito dalla superficie e si sposta all’interno del sensillo
grazie alla proteina trasportatrice di feromone (Pheromone Binding Protein, PBP) a cui
si lega. In questo modo il feromone, idrofobico, viene trasportato nella linfa del sensil-
lo, idrofila, fino alla membrana dendritica. Diverse PBP relative a vari insetti sono state
sequenziate e caratterizzate. In particolare recentemente è stato ad esempio riconosciu-
to come essenziale nel percorso di funzionamento del feromone sessuale della mosca
della frutta (Drosophilia Melanogaster) il ruolo della proteina LUSH [4] (in figura 1.4
è riportato lo schema del meccanismo di funzionamento ipotizzato per questa proteina).
2. Una volta giunto alla membrana dendritica, il complesso feromone - PBP raggiunge i
recettori transmembrana e a questo punto sono ipotizzati due possibili meccanismi di
rilascio del feromone:
• Il complesso dissocia vicino ai recettori ed il feromone libero si lega direttamente
ad essi.
• Tutto il complesso entra nel “bacino” del recettore.
E’ possibile che negli insetti, come nei mammiferi, i recettori siano di tipo “G-protein
coupled”, infatti un set di recettori di questo tipo è stato identificato per la mosca
della frutta (i recettori “G-protein coupled” sono costituiti da una catena peptidica
caratterizzata da 7 α-eliche transmembrana).
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3. Entrano in gioco enzimi che degradano selettivamente il feromone stesso trasformando-
lo chimicamente in una forma inattiva, più polare; questo è necessario per mantenere la
risposta dei sensori neuronali attiva nei confronti del richiamo sessuale, dato che esso
non avviene in modo continuo ma fluttuante.
Figura 1.3: Schema di rilevamento, trasporto e ricezione del feromone [3].
Figura 1.4: Meccanismo di funzionamento della proteina LUSH, rappresentata in rosso. La
LUSH in conformazione inattiva (quadrati rossi) passa alla conformazione attiva (cerchi verde)
spontaneamente e si lega così ai recettori sul dendrite (cerchi viola): la LUSH in forma attiva
è stabilizzata dalla formazione del complesso del feromone (giallo) che dunque promuove un
notevole rafforzamento dell’attivazione del recettore e la trasmissione dello stimolo [4].
1.2 La mosca dell’olivo: Bactrocera oleae 5
1.2 La mosca dell’olivo: Bactrocera oleae
L’olivo ha una notevole importanza socio-economica nel Mediterraneo, zona in cui la sua
concentrazione rappresenta il 98% di quella mondiale. Il 15% della produzione di olive viene
perso a causa di insetti parassiti e per rimediare a questo danno è usata un’ampia gamma di
pesticidi. L’uso continuo e prolungato di queste sostanze nocive scatena però seri problemi,
quali il rinvenimento di tracce di pesticidi nell’olio di oliva prodotto e nell’ambiente in cui le
olive sono cresciute. Per cercare di risolvere questo problema è stato ridotto l’uso di pesticidi
ed è cresciuto l’interesse nei confronti dei prodotti semiochimici per monitorare e controllare
la mosca dell’olivo, l’insetto più nocivo per gli olivi.
La mosca dell’olivo (genere: Bactrocera, specie: Bactrocera oleae) è un dittero diffuso
in tutte le coltivazioni dell’olivo non solo del Mediterraneo, ma anche del Sudafrica e della
California. Questo insetto è lungo tra i 4 ed i 5 mm ed è riconoscibile dalla piccola macchia
scura all’apice dell’ala.
Figura 1.5: Maschio (a sinistra) e femmina (a destra) della mosca dell’olivo Bactrocera oleae.
La Bactrocera oleae è particolarmente nociva per gli olivi: le femmine infatti depongono
migliaia di uova nelle olive situate a partire da circa 1.50 m di altezza dal suolo. L’ovodeposi-
zione comincia alla fine del periodo estivo, quando l’oliva è matura e delle giuste dimensioni,
e la schiusura delle uova avviene in circa 2 o 3 giorni [5].
La larva scava inizialmente una galleria superficiale, e poi si sposta nella polpa nutrendosi
di essa fino ad arrivare al nocciolo, che comunque non viene intaccato. Torna poi verso l’e-
sterno rodendo la polpa fino a lasciare uno strato scuro e sottile sulla superficie dell’oliva; si
trasforma quindi in pupa e, una volta raggiunta la maturità, diviene un insetto adulto, rompe
questo strato ed esce dall’oliva forandola. Gli insetti adulti si nutrono di materiali zuccherini
e proteici e del succo che fuoriesce dalle olive in seguito alla ovodeposizione.
Le condizioni ambientali favorevoli per l’attacco della mosca sono il clima umido, la tem-
peratura tra i 22 ed i 30oC, e una coltivazione a regime irriguo: in queste condizioni gli insetti
adulti sopravvivono anche per 7 mesi e i danni della mosca sono di tipo quantitativo e qualita-
tivo. Le larve sottraggono infatti molta polpa con conseguente diminuzione della resa in olio,
e, lasciando buchi nelle olive, permettono l’ingresso di microrganismi i quali portano il frutto
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a marcire nonché ad ossidarsi a causa della penetrazione di aria. Dalle olive danneggiate si
ricava quindi poco olio e di scarsa qualità, in quanto risulta più acido, meno conservabile e
con aroma completamente compromesso.
La lotta alle mosche dell’olivo può essere fatta in più modi. La lotta chimica prevede
trattamenti curativi contro le larve o preventivi contro l’insetto adulto tramite l’utilizzo di in-
setticidi; la lotta biologica è la meno efficace e sfrutta l’azione di controllo da parte degli agenti
atmosferici e degli antagonisti naturali (anticipo della raccolta, monitoraggio delle condizioni
ambientali. . . ). Il metodo antiparassitario più comune prevede invece l’impiego di trappole
per le mosche dell’olivo (mass-trapping) per catturare in massa gli adulti in modo da abbatte-
re la popolazione e mantenerne la soglia sotto il limite di intervento. Viene messo in ciascuna
trappola il feromone sintetico sessuale 1,7-diossaspiro[5.5]undecano, la cui formula di struttu-
ra è riportata in figura 1.6, che riproduce la componente principale della miscela feromonica
racema naturale. In questa miscela feromonica sono presenti altre sostanze, ma nessuna di
queste è risultata altrettanto efficace nell’attrazione del maschio durante gli esperimenti fatti
[1].
Figura 1.6: Struttura del feromone della mosca dell’olivo 1,7-diossaspiro[5.5]undecano.
Dato che il colore giallo attira con facilità gli insetti dell’ordine Diptera, le trappole sono
strisce adesive di questo colore e vengono imbevute di spirano. Così facendo vengono catturati
sia i maschi che le femmine, anche se non con la stessa efficienza; in particolare spesso la fonte
di attrazione è più forte per i maschi che per le femmine, e a volte richiama ed elimina anche
alcuni predatori di insetti che contribuirebbero alla lotta contro la mosca dell’olivo [1]. Inoltre
è comune che al feromone sessuale sia aggiunto carbonato di ammonio, sostanza che attrae
gli insetti in quanto loro fonte di nutrimento.
In recenti esperimenti è stato visto che l’attrazione tra individui di sesso opposto avviene
fino a distanze tra i 60 e gli 80 metri, dunque è sufficiente installare una trappola per pianta
per mantenere una bassa popolazione di insetti in un oliveto.
Per far sì che le trappole siano efficaci, è necessario un richiamo molto potente, in modo
da diminuire drasticamente la probabilità di incontro tra individui di sesso opposto. Questo
metodo risulta comunque molto costoso per le ingenti quantità di prodotto sintetico da utiliz-
zare. Un altro problema del mass-trapping è che, essendo il feromone molto volatile, dopo
poche settimane si riduce notevolmente la capacità di richiamo delle trappole ed è necessario
il loro rinnovamento.
1.2 La mosca dell’olivo: Bactrocera oleae 7
Figura 1.7: Trappola per la mosca dell’olivo.
Il meccanismo molecolare di trasporto e funzionamento del feromone della mosca del-
l’olivo è ancora abbastanza sconosciuto. Quello che è noto da studi “comportamentali” è
che le caratteristiche stereochimiche del feromone hanno un ruolo molto importante nel suo
riconoscimento: le mosche dell’olivo emettono infatti una miscela racemica, composta da
enantiomeri R ed S, di cui il maschio rileva la componente R e la femmina la componente
S. E’ stato evidenziato inoltre che il maschio risulta più sensibile alla presenza del feromo-
ne rispetto alla femmina, la quale ha mostrato una risposta alla presenza dello spirano solo
quando esso è stato emesso a 10 cm di distanza. In ultima analisi risulta che, particolarmen-
te durante il periodo dell’accoppiamento, il maschio risente della presenza del feromone (R)
anche a distanze elevate, dunque localizza la femmina e, dopo essersi avvicinato, emette il
feromone il cui enantiomero S rende la femmina disponibile all’accoppiamento, dando un
effetto tranquillizzante o afrodisiaco [6].
Sebbene il feromone sia stato isolato già nei primi anni ’80 [7], nonché risintetizzato in
laboratorio [8, 9], non si conoscono studi sulle sue interazioni con le membrane cellulari.
Lo stesso effetto anestetico che esso avrebbe sulle femmine è un’ipotesi empirica basata su
studi “comportamentali” svolti in laboratorio [6]. D’altra parte il meccanismo molecolare di
funzionamento degli anestetici, e in particolare degli anestetici generali, è tuttora abbastanza
sconosciuto, nonostante l’enorme uso che di essi si è fatto già da più di un secolo fa. Con-
siderata la sostanziale mancanza di caratteristiche chimiche precise e comuni a composti con
potere anestetico generale, nonché l’assodata relazione empirica, pur con le dovute eccezioni,
tra potere anestetico e lipofilicità, è sempre stata opinione abbastanza diffusa che le membrane
cellulari possano svolgere un ruolo importante e diretto nell’interazione con gli anestetici. In
letteratura sono riportati alcuni studi NMR proprio sull’interazione tra alcuni comuni anesteti-
ci generali e modelli di membrane fosfolipidiche, che mostrano come l’anestetico, sebbene in
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concentrazioni superiori a quelle cliniche (circa 0.01:1, moli anestetico:moli fosfolipide) indu-
ca modifiche dinamiche e conformazionali sui fosfolipidi di membrana, fortemente dipendenti
dal tipo di anestetico utilizzato (si veda ad esempio [10–13]).
1.3 La membrana cellulare
La struttura della membrana cellulare dei dendriti è schematizzabile con il modello a mosaico
fluido: le proteine di membrana, gli zuccheri, il colesterolo ed altri costituenti sono immersi
nel doppio strato lipidico e galleggiano come iceberg nel mare di fosfolipidi (Figura 1.8).
Le proteine di membrana, spesso in quantità dominante, assumono un ruolo di grande
rilievo, infatti mantengono l’equilibrio elettrolitico tra l’interno e l’esterno della membrana,
mediano la scarica dell’energia potenziale e controllano la comunicazione sia tra l’interno e
l’esterno della membrana che tra un compartimento e l’altro nella cellula stessa.
Esse costituiscono strutture tridimensionali che sono inserite nella membrana, sono estese
tanto da poter essere in contatto sia con la parte idrofilica (teste polari) che con quella idrofo-
bica (code alchiliche) del doppio strato, e sono caratterizzate da tre tipi di interfaccia con le
molecole circostanti [14]:
1. area di contatto tra il lipide e la proteina perpendicolare al piano della membrana;
2. area di contatto tra il lipide e la proteina sul piano della membrana;
3. area di contatto tra la porzione idrofilica della proteina di membrana ed il mezzo acquo-
so.
Figura 1.8: Visione schematica della membrana cellulare.
Una proprietà molto studiata è l’idratazione della membrana perché è una proprietà fi-
sica strettamente collegata alla tensione di curvatura dello strato lipidico: la curvatura della
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membrana è infatti influenzata dall’estensione dell’idratazione, dal legame a idrogeno e dalle
repulsioni steriche. [15]
Questo fa pensare che la membrana non sia ferma e rigida, bensì possa essere incurvata
a causa dell’arrivo di molecole dall’esterno, quali ad esempio i feromoni oggetto di studio.
A conferma di questo c’è una forte evidenza del fatto che specie particolari di lipidi, trovati
in una grande quantità di membrane biologiche, in certe condizioni preferiscano disporsi in
configurazioni diverse dal doppio strato come fasi esagonali, cubiche o micellari inverse [16].
Anche altri studi effettuati da Larsson [17, 18], hanno mostrato che generiche piccole
molecole anestetiche quali alotano, etere etilico e cloroformio, bloccano la trasmissione del
segnale elettrico agendo sulla membrana lipidica delle cellule neuronali. La più probabile
spiegazione del meccanismo d’azione di questi anestetici è proprio la sempre maggior cur-
vatura della membrana, considerato che i lipidi possono aggregarsi in tanti modi per formare
diversi tipi di fasi. La variazione della struttura della membrana è rappresentata in figura 1.9,
in cui è evidente il passaggio da struttura planare ad incurvata per aggiunta di un anestetico:
la diversa disposizione del canale del sodio è indicativa del blocco del canale stesso.





In questo capitolo saranno descritte le basi della tecnica NMR con particolare riguardo alla
sua applicazione in fasi anisotrope [19–21].
2.1 I concetti di base dell’NMR
I nuclei atomici sono caratterizzati da quattro importanti proprietà quali la massa, che influen-
za le proprietà termiche dei materiali, la carica elettrica, che determina le proprietà chimiche
di un elemento, il magnetismo, dovuto all’interazione con campi magnetici esterni o deri-
vanti dall’intorno molecolare, e lo spin, proprietà nucleare intrinseca. Mentre le prime due
sono importanti a livello macroscopico, le seconde influenzano principalmente le proprietà
microscopiche e sono alla base dell’ NMR (Nuclear Magnetic Resonance).
Solo i nuclei dotati di spin non nullo generano il segnale NMR, ed il loro momento
angolare di spin ~S è ricavabile dall’equazione 2.1.
~S = ~~I (2.1)
dove il modulo |~I | o I rappresenta lo spin nucleare ed è un numero semi-intero se il numero
di massa del nucleo è dispari, intero se il numero di massa è pari e quello atomico dispari, ed
infine nullo se entrambi il numero di massa e quello atomico sono pari. Fortunatamente quasi
tutti i nuclei hanno almeno un isotopo con momento angolare di spin non nullo e quindi sono
visibili all’NMR.
A causa della presenza dello spin si genera il momento magnetico nucleare ~µ, ricavabile
dall’equazione 2.2
~µ = γ~S = γ~~I (2.2)
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dove γ è il rapporto giromagnetico specifico per il nucleo considerato. Il momento ma-
gnetico interagisce poi con un campo magnetico statico esterno ~B0 generando l’energia di
interazione Emag (equazione 2.3).
Emag = −~µ · ~B0 (2.3)
A questo punto però il modello classico vettoriale non è più sufficiente per descrivere com-
pletamente il sistema nucleare, dunque si fa ricorso ad una spiegazione quantomeccanica. E’
necessario quindi ricorrere all’equazione di Schrödinger in cui, dopo aver fattorizzato l’Ha-
miltoniano in parte spaziale e parte di spin, si considera solo quella di spin, l’unica rilevante
ai fini dell’NMR. In assenza di interazioni dipendenti dal tempo, gli autostati e le energie del
sistema di spin sono ottenute dalla risoluzione della equazione di Schrödinger indipendente
dal tempo (TISE):
ĤΨ = EΨ (2.4)
dove Ĥ è l’Hamiltoniano di spin del sistema, operatore che descrive l’energia, gli autova-
lori E sono le energie degli stati e le autofunzioni Ψ sono le funzioni d’onda degli stati.
Quando un singolo spin nucleare interagisce con il campo magnetico esterno ~B0, conven-
zionalmente allineato lungo la direzione z di un sistema di riferimento esterno, la situazione è
descritta dall’Hamiltoniano Ĥ0, detto Hamiltoniano Zeeman, che si ricava dall’equazione 2.5.
Ĥ0 = −µ̂ · ~B0 = −γ~ ~B0 · Î = −γ~B0Îz (2.5)
Le soluzioni della TISE per il solo Ĥ0, le autofunzioni indicate secondo la notazione bra-
ket | I , mI〉, sono quantizzate: la componente mI del vettore di spin nella direzione dell’ asse
di quantizzazione (z) è detta numero quantico di spin nucleare, ed assume 2I + 1 valori ben
precisi:
+I, (I − 1), (I − 2), ....,−I (2.6)
Ciascuno di questi corrisponde ad un’orientazione del vettore momento magnetico rispetto
all’asse di quantizzazione scelto. Gli autovalori sono le energie degli autostati stessi, indicate
con EI,mI e ricavabili dall’equazione 2.7.
EI,mI = −γ~B0mI (2.7)
Un sistema con spin I = +12 si può trovare in 2I + 1 = 2 stati stazionari, normalmente
indicati con |α〉 e |〉, che corrispondono ai valorimI = +12 edmI = −12 rispettivamente ed alle






= −12γ~B0 E 12 ,− 12 = +12γ~B0 (2.8)
la cui rappresentazione grafica è data in figura 2.1. In generale per ogni nucleo in presenza
di ~B0 le energie dei livelli Zeeman dipendono da mI , ~B0 e γ e la differenza tra due livelli
adiacenti è data da ∆E = ~γB0 = ~ω, con
ω = γB0 = ω0 (2.9)
Questa è l’equazione fondamentale dell’NMR, in cui ω0 è detta frequenza di Larmor. E’
possibile indurre transizioni tra gli stati Zeeman utilizzando radiazione elettromagnetica nel
campo delle radiofrequenze, essendo ω02pi tipicamente dell’ordine dei MHz - centinaia di MHz.
Figura 2.1: Schema dei livelli energetici di spin nucleare per un nucleo con spin I = 12 in presenza
del campo magnetico esterno, uniforme e statico, ~B0.
In realtà un sistema di spin è costituito da molti spin nucleari identici i cui momenti ma-
gnetici ~µ in condizioni di equilibrio ed in assenza di un campo esterno sono distribuiti isotro-
picamente nello spazio. In questa situazione la magnetizzazione totale ~M , data dalla somma
vettoriale dei momenti magnetici di spin relativi a ciascun nucleo i-esimo (equazione 2.10), è
nulla. Essa costituisce il contributo nucleare al momento magnetico macroscopico del cam-
pione ed è fondamentale per capire come si svolge l’esperimento NMR, in cui viene studiato








Una volta applicato il campo magnetico esterno ~B0 lungo l’asse z del laboratorio, le orien-
tazioni dei momenti magnetici ~µ non sono più tutte equiprobabili e viene rimossa la degene-
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razione dei livelli energetici di spin. In queste condizioni le popolazioni dei suddetti livelli
obbediscono alla distribuzione di Boltzmann secondo la quale lo stato a minore energia è leg-
germente più popolato. Si genera quindi una piccola magnetizzazione netta ~M che si allinea
lungo la direzione di ~B0, motivo per il quale viene detta magnetizzazione longitudinale ~Mz
(figura 2.2). Laddove la magnetizzazione non fosse allineata a ~B0 essa darebbe luogo, per
effetto di ~B0, ad un moto di precessione attorno a ~B0 stesso con frequenza ω0.
Figura 2.2: Lo splitting dei livelli energetici nel sistema di spin a seguito dell’applicazione del
campo magnetico esterno ~B0 può essere analizzato dal punto di vista vettoriale: sono qui rap-
presentati i momenti magnetici di spin negli stati |α〉 e |〉 che, in presenza di ~B0, generano la
magnetizzazione netta ~Mz.
Se in seguito viene applicato un campo magnetico ~B1 oscillante perpendicolarmente a
~B0 ad una frequenza ωrf simile ad ω0 la situazione di equilibrio viene perturbata. Tale campo
oscillante può essere scomposto in due componenti controruotanti alla stessa frequenza, di cui
ha un effetto non trascurabile solo la componente che ruota nello stesso verso della magnetiz-
zazione. Se l’impulso è applicato in risonanza, si ha ωrf = ω0; in questo caso, ponendoci in
un sistema di riferimento che ruota a frequenza ωrf intorno a ~B0, la magnetizzazione agisce
sotto l’effetto del solo campo ~B1, che appare statico ed indipendente dal tempo e che provoca
un moto di rotazione della magnetizzazione intorno alla direzione di ~B1 stesso. Applicando
in particolare un impulso a 90o la magnetizzazione longitudinale viene portata sul piano xy,
dunque si trasforma completamente in magnetizzazione trasversale ~Mxy al momento in cui
l’impulso termina. A questo punto tornando nel sistema di riferimento del laboratorio, si ca-
pisce che ~Mxy risente solo della presenza del campo magnetico ~B0 e così subisce un moto di
precessione intorno a B0 stesso, inducendo di conseguenza una piccola ma misurabile corrente
oscillante nella bobina che circonda il campione. Durante il tempo di acquisizione è possibile
infatti registrare questa corrente nel tempo sottoforma di FID (Free Induction Decay) che in
ultima analisi, tramite la trasformata di Fourier, genera il noto spettro NMR (figura 2.3).
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Figura 2.3: FID generico (a), e spettro ottenuto dalla trasformata di Fourier (b)
2.2 Le interazioni nell’NMR
In aggiunta al campo magnetico esterno ~B0 esistono sorgenti di campo magnetico ed elettrico
interne ad un campione reale che influiscono sul sistema di spin, causando allargamento o spo-
stamento del segnale e determinando le caratteristiche spettrali. Tutte le interazioni degli spin
con i campi interni sono definite interazioni interne e sono rappresentate dagli Hamiltoniani
interni.
L’interazione Zeeman col campo esterno ~B0 è la più intensa, e quindi l’asse z lungo il
quale è diretto ~B0 rimane l’asse di di riferimento, mentre le interazioni interne, dovute alla
presenza di campi elettrici o magnetici locali generati da altri nuclei o dagli elettroni, sono
piccole ma importanti correzioni all’interazione Zeeman che possono essere trattate facendo
ricorso alla teoria delle perturbazioni. Ciascuna perturbazione interna è descritta dal proprio
Hamiltoniano interno Hint di equazione simile all’Hamiltoniano Zeeman.




Ĥint = −γ~̂I · ~Bloc = −γ~̂I · Aloc · ~T (2.12)
dove Aloc è il tensore dell’interazione locale e ~T è il vettore origine del campo locale. E’
opportuno sottolineare che solo la parte secolare delle interazioni interne, che commuta con
Ĥ0 secondo la relazione 2.13, contribuisce alla correzione perturbativa al 1o ordine.
[Ĥ0, Ĥsecint ] = Ĥ0Ĥsecint − Ĥsecint Ĥ0 = 0 (2.13)
Le soluzioni dell’equazione di Schrödinger per Ĥtot sono quindi le stesse autofunzioni del-
l’Hamiltoniano Ĥ0, mentre le energie sono diverse in quanto corrette dai termini perturbativi.
Le interazioni interne fondamentali di un sistema nucleare sono quella di schermo chimico
(ĤCS), quella quadrupolare (ĤQ), quella dipolare (ĤD) e quella scalare (ĤJ ) e verranno trattate
separatamente in seguito. Il loro contributo all’Hamiltoniano totale Ĥ è trattabile come una
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perturbazione al primo ordine, fintanto che il corrispondente Hamiltoniano è molto minore di
Ĥ0.
Ĥ = Ĥ0 + ĤCS + ĤQ + ĤD + ĤJ (2.14)
2.3 L’interazione Zeeman
E’ l’interazione del momento magnetico nucleare ~µ con il campo magnetico statico ~B0, ed è
rappresentata dal’Hamiltoniano Ĥ0: esso viene detto esterno per poterlo distinguere da quelli
interni ed è stato ricavato in precedenza (equazione 2.5). Si riporta di seguito la relazione
finale ottenuta:
Ĥ0 = −γ~B0Îz (2.15)
dove γ è il rapporto giromagnetico del nucleo considerato ed Îz è la componente z dell’o-
peratore momento angolare di spin dello stesso nucleo.
Questa è l’interazione dominante e quindi contribuisce più di tutte le altre a determinare
le energie dei livelli di spin del sistema.
2.4 L’ interazione di Schermo Chimico
E’ un’interazione tra gli spin nucleari ed il campo magnetico esterno mediata dagli elettroni,
e per questo definita indiretta. Gli elettroni che circondano il nucleo reagiscono alla presenza
del campo statico generando un campo magnetico locale ~Bloc che si oppone a ~B0 stesso e che
interagisce con lo spin nucleare a dare l’interazione di schermo chimico. I nuclei risentono
quindi di un campo complessivo ~Btot minore di quello esterno, e risuonano ad una diversa
frequenza: questo genera il chemical shift.
Il valore del campo locale sentito dagli spin nucleari è riportato nell’equazione 2.16.
~Btot = ~B0 + ~Bloc = ~B0 + σ ~B0 (2.16)
dove σ è il tensore di schermo chimico del nucleo considerato ed ha traccia non nulla. Per
descrivere l’interazione di schermo chimico è necessario utilizzare un tensore perché questa
proprietà non può essere descritta da un singolo numero. Infatti la distribuzione elettronica in-
torno al nucleo non ha simmetria sferica, ed inoltre il suo contributo dipende dall’orientazione
molecolare rispetto al campo ~B0.
L’Hamiltoniano di schermo chimico ĤCS, che rappresenta la perturbazione, ha equazione
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Figura 2.4: L’interazione di schermo chimico: nuvola elettronica ed interazione con il campo
esterno (a) e movimento degli elettroni (in giallo) con generazione del campo locale (in nero) (b).
ĤCS = γ~̂I · σ · ~B0 (2.17)
dove σ rappresenta il tensore di schermo chimico per il nucleo considerato. La sola parte
secolare dell’Hamiltoniano descritto è
ĤsecCS = γ~σzzB0Îz (2.18)
dove σzz è la componente zz del tensore di schermo chimico del nucleo considerato espres-
so nel sistema di riferimento del laboratorio. Dall’Hamiltoniano secolare si ricava la frequenza
di risonanza per la transizione |α〉 → |〉:
ω = ω0(1 − σzz) (2.19)
dove ω0 è la frequenza di Larmor.
Per semplificare la trattazione, il tensore di schermo chimico σ viene diagonalizzato cam-
biando il sistema di riferimento da quello del laboratorio al Principal Axis Frame (PAF),
fissato sulla molecola, la cui orientazione nello spazio rispetto a ~B0 è definita dagli angoli di
Eulero θ e φ. In questo modo il tensore è reso indipendente dall’orientazione molecolare ed
è costituito dai soli tre elementi principali σ11, σ22 e σ33. L’orientazione degli assi del PAF è
determinata dalla struttura elettronica della molecola che contiene il nucleo.
Se la molecola si muove nel sistema di riferimento del laboratorio, anche il tensore di
schermo chimico varia nello spazio. Nel nuovo sistema di riferimento invece il tensore non
dipende dall’orientazione della molecola rispetto a ~B0 e la frequenza di risonanza può essere
espressa come in equazione 2.20:
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Figura 2.5: Assi del sisitema di riferimento PAF rispetto a ~B0
ω(θ, φ) = ω0[(1− σPAFxx ) sin2 θ sin2 φ+ (1− σPAFyy ) sin2 θ cos2 φ+ω0(1− σPAFzz ) cos2 θ] (2.20)
In presenza dell’interazione di schermo chimico si ha la sovrapposizione di molte righe
vicine in chemical shift, dovute alla risonanza di nuclei appartenenti a molecole orientate
diversamene nello spazio, ovvero caratterizzate da diversi valori di θ e φ. Ciascuna molecola
dà quindi un proprio contributo al segnale indipendentemente dagli altri e di conseguenza
l’allargamento di riga è definito disomogeneo.
L’effetto dello schermo chimico sulle energie si può schematizzare come in figura 2.6.
Figura 2.6: Effetto del campo ~B0 e del chemical shift sulle energie
Nel caso dello stato solido, un campione di polveri è costituito da un insieme di molecole
che complessivamente assumono tutte le possibili orientazioni in modo equiprobabile (solido
isotropo). Ad ogni diversa orientazione molecolare corrisponde una certa orientazione del
PAF rispetto a ~B0 e dunque un diverso valore della frequenza ω(θ, φ) ed in ultima analisi di
chemical shift. Dato che lo spettro di ciascuna molecola in assenza di moti, se si considera
un solo nucleo, corrisponde ad una riga centrata ad una precisa frequenza dipendente da θ e
φ, e che lo spettro di tutto il campione è determinato dalla somma degli spettri delle singole
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molecole, esso è dato da un segnale largo (anche 200 ppm per il 13C, per esempio) carat-
terizzato da una certa forma, che costituisce lo spettro di polvere. Per predire questa forma
occorre integrare la funzione ω(θ, φ) [2.20] sui due angoli di Eulero. L’intensità del segnale
per ciascuna frequenza è proporzionale al numero di orientazioni molecolari che lo generano,
in altre parole un segnale più intenso ad un determinato chemical shift è dovuto ad un numero
maggiore di molecole con quella orientazione. Nello spettro di polvere, i cui casi principali
sono rappresentati in figura 2.7(a), le discontinuità sono direttamente legate ai valori princi-
pali del tensore di schermo secondo le relazioni 2.21, in cui convenzionalmente si assume
σ11 ≤ σ22 ≤ σ33.
ω11 = ω0(1 − σ11)
ω22 = ω0(1 − σ22)
ω33 = ω0(1 − σ33)
(2.21)
E’ utile definire un tensore di spostamento chimico δ a partire dal tensore di schermo chi-
mico σ descritto in precedenza, secondo la relazione 2.22 in cui sono legati i valori principali
dei due tensori nel sistema di riferimento PAF (σii e δii con i = 1, 2, 3):
δii =
σrif − σii
1 − σrif (2.22)
dove σrif è il valore dello schermo assoluto del composto di riferimento, definito a partire
dalla frequenza di risonanza del nucleo nel campione di riferimento (ν) e da quella del nucleo





Dato che i valori assunti da σrif sono piccoli rispetto a 1, la relazione 2.22 diviene
δii = σrif − σii (2.24)
da cui risulta chiaro che l’ordine definito in precedenza per i valori di σii si inverte per i δii
e diviene δ11 ≥ δ22 ≥ δ33.
Infine per descrivere i due tensori sono utili alcuni parametri esprimibili in modo diverso
a seconda della convenzione scelta. In questo lavoro di tesi viene utilizzata la convenzione di
Herzfeld-Berger [22] secondo la quale i parametri sono:
• il Chemical Shift isotropo, valore mediato su tutte le orientazioni molecolari e definito
quindi come δISO = 13Tr(δ) = (δ11 + δ22 + δ33)/3;
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• la Span, che descrive la massima larghezza del segnale dello spettro di polvere, definita
come Ω = σ33 − σ11 = δ11 − δ33 > 0;
• la Skew, che indica entità e direzione dell’asimmetria del tensore, definita come κ =
3(δ22 − δISO)/Ω. I casi limite sono κ = 1, κ = 0 e κ = −1, rappresentati in figura
2.7(a).
Diversamente da un campione di polveri, in un singolo cristallo tutte le molecole assumo-
no la stessa orientazione, dunque lo spettro è estrememente semplificato in quanto il segnale
è stretto e centrato ad una singola frequenza (figura 2.7(b)).
(a) Spettro di polvere per i tre casi possibili descritti nel testo.
(b) Spettro di polvere in cui sono evidenziati i
segnali di un cristallo singolo orientato in due
direzioni diverse.
Figura 2.7: Spettri di polvere per un solido e per un singolo cristallo.
2.5 L’ interazione Quadrupolare
E’ un’interazione elettrica tra nuclei a spin > 12 ed i campi elettrici che li circondano, generati
soprattutto dagli elettroni. La distribuzione non sferica di carica per un nucleo quadrupola-
re genera un momento di quadrupolo elettrico, detto quadrupolo nucleare Q, invariante con
l’intorno chimico che interagisce con il gradiente di campo elettrico presente nell’intorno del
nucleo stesso. La forza dell’interazione dipende dalla grandezza del momento di quadrupolo
nucleare e dall’intensità dei gradienti di campo elettrico.
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Figura 2.8: L’interazione quadrupolare
L’Hamiltoniano quadrupolare ĤQ è ricavato nell’equazione 2.25 a partire da due grandezze
fondamentali che sono il momento di quadrupolo nucleare Q, uno scalare, ed il gradiente di
campo elettrico V, tensore diagonalizzabile in un sistema di riferimento definito ancora una
volta Principal Axis frame (PAF). Questo tensore, avendo traccia nulla, non ha contributo
isotropo, è costituito da elementi della forma Vα = ∂Eα∂r dove α = x, y, z e  = x, y, z sono le
coordinate spaziali, ed è definito in modo tale che |V PAFzz | ≥ |V PAFyy | ≥ |V PAFxx |.
ĤQ =
eQ
6I(2I − 1)̂ I · V · Î (2.25)
In questa equazione Î è il momento di spin nucleare del nucleo considerato ed e è la carica
elettrica del protone.
Due parametri convenienti per la descrizione dell’interazione quadrupolare sono la costan-
te di accoppiamento di quadrupolo nucleare CQ ed il parametro di asimmetria ηQ, ricavabili






V PAFxx − V PAFyy
V PAFzz
(2.27)
Ad esempio per un nucleo quadrupolare a spin 32 con una Q abbastanza elevata si hanno
quattro livelli e tre transizioni possibili. Se l’interazione quadrupolare è molto piccola, ovvero
se la sua entità non supera ∼ 110 di quella dell’interazione Zeeman, essa può essere trattata
come una perturbazione al primo ordine. In questo caso lo spettro è costituito da una riga
centrale molto stretta ed intensa e due righe satelliti la cui forma di riga dipende dai parametri
quadrupolari e dalla distribuzione delle orientazioni (figura 2.9).
Quando invece l’intensità dell’interazione quadrupolare è dell’ordine di quella Zeeman,
il primo ordine non è più sufficiente per comprendere lo spettro, e così la trattazione deve
estendersi al secondo ordine. Infatti in questo caso anche la riga centrale assume una forma
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peculiare e di più difficile interpretazione.
Figura 2.9: Rappresentazione dello spettro NMR per un nucleo quadrupolare a spin I = 32 e
tensore V simmetrico (ηQ) e schematizzazione delle transizioni che si verificano, dove ω0 è la
frequenza di Larmor del nucleo risonante e CQ è definito nel testo [2.26].
Nuclei quadrupolari a spin intero, invece, hanno un numero dispari di livelli e pari di
transizioni, e questo implica che nella loro forma di riga non è presente il segnale centrale. Il
deuterio per esempio ha spin I = 1, quindi la sua forma di riga, nel caso ηQ = 0, come quello
riportato in figura 2.10 è costituita dalla cosiddetta “forma di Pake”. Inoltre, avendo anche
una Q piccola, la forma di riga è piuttosto stretta ed è spiegabile da soli effetti al primo ordine.
Figura 2.10: Rappresentazione dello spettro NMR per un nucleo quadrupolare a spin I = 1, come
il deuterio, e ηQ = 0.
2.6 L’ interazione Dipolare
E’ un’interazione diretta tra i momenti magnetici di spin nucleare. Classicamente l’energia
di interazione tra due momenti magnetici di dipolo puntiformi ~µ1 e ~µ2 è data dall’equazione
2.28. Assumendo che i nuclei I ed S siano ben rappresentati come cariche puntiformi, l’Ha-
miltoniano dipolare ĤD in coordinate polari risulta essere molto complesso. Esso è costituito
da vari termini, schematizzati utilizzando le lettere dell’alfabeto e quindi denominati alfabeto
dipolare, come in equazione 2.29, la cui espressione dettagliata è riportata di seguito.
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Figura 2.11: L’interazione dipolare.
U = {~µ1 · ~µ2
r3
− 3 ( ~µ1 ·~r)( ~µ2 ·~r)
r5
}( µ04pi ) (2.28)
ĤD = − µ04pi
γIγS~2
r3
(Â + B̂ + Ĉ + D̂ + Ê + F̂ ) (2.29)
Â = ÎzŜz(3 cos2 θ − 1)
B̂ = −14 [Î+Ŝ− + Î−Ŝ+](3 cos2 θ − 1)
Ĉ = −32 [ÎzŜ+ + Î+Ŝz] sin θ cos θe−iφ
D̂ = −32 [ÎzŜ− + Î−Ŝz] sin θ cos θe+iφ
Ê = −34 [Î+Ŝ+] sin2 θe−2iφ
F̂ = −34 [Î−Ŝ−] sin2 θe+2iφ
(2.30)
Si indica con ~r il vettore tra i due punti considerati, con r la distanza nello spazio tra i nu-
clei I ed S, e con γI e γS rispettivamente il loro rapporto giromagnetico. Quando si utilizzano
le coordinate polari queste “lettere” dipendono dagli angoli di Eulero θ e φ, che definisco-
no l’orientazione del vettore ~r rispetto al sistema di riferimento del laboratorio. In forma
tensoriale ĤD può essere scritto come in equazione 2.31:
ĤD = −2~̂I · D · Ŝ (2.31)
dove D rappresenta il tensore di interazione dipolare simmetrico a traccia nulla. Nel suo
Principal Axis Frame, in cui la direzione “principale” è quella del vettore ~r, D è diagonale
ed i suoi valori principali sono -d/2, -d/2 e d, in cui d rappresenta la forza dell’interazione
ed è dato da d = + µ04pi
γIγS~
r3 . Se i nuclei in questione I ed S sono della stessa specie si parla
di accoppiamento dipolare omonucleare. In caso contrario l’accoppiamento è detto dipolare
eteronucleare.
2.6.1 L’interazione Dipolare Eteronucleare
In questo caso l’unico termine secolare dell’Hamiltoniano dipolare che perturba l’energia
degli stati Zeeman è Â, dunque si ha ĤsecD = −dÂ = −dÎzŜz(3 cos2 θ − 1). Quando I ed
24 2. La tecnica NMR
S hanno spin 12 si ottiene che il termine Â modifica il valore delle energie degli stati per il
sistema di spin secondo le equazioni 2.32:
Eαα = E0αα − 14~d(3 cos2 θ − 1)
Eα = E0α +
1
4~d(3 cos
2 θ − 1)
Eα = E0α +
1
4~d(3 cos
2 θ − 1)
E = E0 − 14~d(3 cos2 θ − 1)
(2.32)
Se consideriamo le orientazioni per le quali (3 cos2 θ − 1) è positivo i livelli di energia e
le differenze tra loro si modificano come schematicamente rappresentato in figura 2.12.
Figura 2.12: Effetto dell’interazione dipolare eteronucleare I − S sulle transizioni dello spin I .
Integrando su tutte le possibili orientazioni e sommando poi il contributo di entrambe le
transizioni è possibile calcolare il segnale NMR della polvere e lo spettro ottenuto è riportato
in figura 2.13. La porzione di spettro tratteggiata corrisponde alla transizione del nucleo
osservato I quando l’altro nucleo S è nello stato |α〉, mentre la porzione non tratteggiata del
segnale è generata da I quando S si trova nello stato di spin |〉.
Figura 2.13: Spettro di un nucleo a spin I = 12 soggetto ad interazione dipolare con un altro nucleo
a spin S = 12 in un campione di polveri. Lo splitting tra i due “massimi” è d, mentre la larghezza
totale dello spettro è pari a 2d.
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2.6.2 L’interazione Dipolare Omonucleare
Per una coppia di nuclei dello stesso tipo sono inclusi nell’Hamiltoniano dipolare secolare
i termini Â e B̂: il primo è stato definito nel paragrafo precedente mentre il secondo è dato
da B = −14 [Î+Ŝ− + Î−Ŝ+](3 cos2 θ − 1) dove Î+, Ŝ+, Î− e Ŝ− sono gli operatori di salita e di
discesa che operano sui due stati di spin. Mentre il termine Â si comporta come per il caso
eteronucleare, cioè corregge l’energia degli stati ottenuti, il termine B̂ mescola continuamente
gli stati |α〉 e |〉 di I e S, non permettendo, nel caso in cui i nuclei accoppiati siano più di due,
di trovare stati stazionari che siano allo stesso tempo autofunzioni di Ĥ0 e di ĤD.
Figura 2.14: Effetto dei termini A e B nell’accoppiamento dipolare omonucleare in un sistema
con N spin accoppiati.
La conseguenza della presenza di questi termini nell’Hamiltoniano comporta una fluttua-
zione delle energie coinvolte nella transizione NMR e dunque un allargamento omogeneo
delle righe nello spettro: la transizione non avviene ad una frequenza precisa, ma coinvolge
un più ampio intervallo di frequenze. Quando il numero di nuclei accoppiati è grande la forma
di riga dovuta a questa interazione è approssimabile ad una funzione gaussiana (2.15).
Figura 2.15: Forma di riga per un campione di polveri nel caso di N spin accoppiati con
l’interazione dipolare omonucleare.
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2.7 L’ interazione Scalare
E’ un’interazione indiretta che avviene tra due o più nuclei ed è mediata dagli elettroni. Lo
spin nucleare di un certo atomo interagisce con gli elettroni che lo circondano perturbandoli,
ed essi trasmettono questa perturbazione ai nuclei chimicamente legati all’atomo di partenza.
Tale interazione coinvolge sempre nuclei appartenenti alla stessa molecola, diversamente da
quanto accade per l’interazione dipolare che può manifestarsi anche tra nuclei spazialmente
vicini appartenenti a molecole diverse.
Figura 2.16: L’interazione scalare.
L’Hamiltoniano relativo a questa interazione è esprimibile come in equazione 2.33.
ĤJ = −2~̂I · J · Ŝ (2.33)
dove J è il tensore di interazione scalare, mentre Î ed Ŝ rappresentano gli spin nucleari di
due nuclei scalarmente accoppiati. Avendo J traccia non nulla contrariamente all’interazione
dipolare, quella scalare ha un contributo isotopo. Allo stato solido l’interazione scalare ha un
effetto analogo a quella dipolare ma di entità molto minore.
Lo spettro NMR di un solido in cui siano presenti tutte queste interazioni risulta molto
complesso, soprattutto se si pensa che per ogni nucleo, in un dato intorno chimico, ciascun
tensore di interazione ha un proprio sistema di riferimento PAF sulla molecola e che ovvia-
mente, nella maggior parte dei casi, coesistono in un’unica molecola nuclei chimicamente non
equivalenti soggetti ad interazioni diverse.
2.8 L’effetto dei moti molecolari
Molecole o loro frammenti possono essere soggetti a moti veloci di rotazione che modifica-
no l’orientazione dei vettori fissati sulla molecola o congiungenti due nuclei rispetto a ~B0.
L’effetto sullo spettro NMR si trova sostituendo all’Hamiltoniano Ĥ quello mediato sulle va-
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rie orientazioni ̂¯H . E’ importante ternere conto delle orientazioni molecolari perché da esse
dipendono direttamente le interazioni nucleari.
A causa del movimento molecolare, la direzione e la grandezza dei campi locali generati
dalle interazioni dipolari, di chemical shift e quadrupolari variano nel tempo e si sommano al
campo magnetico statico ~B0, generando un campo magnetico totale fluttuante in direzione e
modulo.
Figura 2.17: Moti e campi locali
I moti molecolari ed il loro effetto sulle proprietà NMR dipendono in primo luogo dallo
stato fisico in cui si trova il campione o una frazione di esso nel caso di materiali eterofasici.
I casi più comuni saranno discussi di seguito.
Fasi liquide
Allo stato liquido i moti browniani traslazionali e rotazionali isotropi, sono molto rapidi, mo-
tivo per il quale l’Hamiltoniano è mediato al suo valore isotropo. I liquidi sono caratterizzati
dall’equiprobabilità di tutte le orientazioni, data la notevole velocità delle molecole e la totale
casualità dei moti stessi. Per queste fasi sono visibili nello spettro le interazioni di schermo
chimico e scalare, uniche a traccia non nulla e che quindi hanno un contributo isotropo (figura
2.18).
Figura 2.18: Moti nei liquidi: traslazioni e rotazioni.
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Fasi liquido-cristalline
Essendo questa una fase intermedia tra solido e liquido, i campioni sono caratterizzati da par-
ziali gradi di ordine orientazionale e traslazionale a seconda del tipo di fase liquido-cristallina.
Questo comporta che le fasi liquido-cristalline abbiano proprietà micro- e macroscopiche par-
zialmente anisotrope. Come nei liquidi, l’Hamiltoniano è mediato ad un valore unico, ma
stavolta diverso da quello isotropo.
Figura 2.19: Parziale allineamento delle molecole in una fase liquido-cristallina di tipo nematico.
Fasi solide
Le fasi solide si dividono primariamente in cristalline ed amorfe. I moti rotazionali delle
intere molecole in entrambi i casi sono generalmente molto lenti o completamente assenti. Al
contrario, in molti casi alcuni frammenti molecolari possono dar luogo a moti riorientazionali
veloci. In ogni caso, data l’assenza di moti browniani, l’Hamiltoniano è solo parzialmente
mediato dai moti.
Figura 2.20: Rappresentazione schematica di fasi solide cristalline (a sinistra) ed amorfe (a
destra).
Ad uno spettro allo stato solido contribuiscono più interazioni rispetto a quelle che contri-
buiscono allo spettro di un campione liquido: nel primo caso si hanno infatti le interazioni di
schermo chimico e di J-coupling isotrope ed anisotrope, dipolari e quadrupolari, queste ultime
solo per nuclei a spin> 12 , mentre nel caso di un liquido si hanno solo le interazioni di schermo
chimico e di J-coupling isotropo. Dunque, se da un lato i moti browniani “eliminano” alcune
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interazioni nucleari, e l’anisotropia delle altre, semplificando così lo spettro dei liquidi ed in
particolare consentendo di ottenere una risoluzione spettrale molto elevata, dall’altro gli spet-
tri delle fasi solide, seppur più complessi da interpretare, contengono un maggior numero di
informazioni, associate alla più ricca varietà di interazioni nucleari che ad essi contribuiscono,
nonché alla loro anisotropia.
Figura 2.21: Confronto tra uno spettro a stato solido ed uno in soluzione.
2.9 I processi di rilassamento e la spin diffusion
Un sistema di spin nucleari di un campione lasciato indisturbato all’interno di un campo ma-
gnetico si trova in una condizione di equilibrio, che consiste nell’avere una magnetizzazione
~M allineata lungo ~B0 sulla base della statistica di Boltzmann. L’applicazione di successivi
impulsi a radiofrequenza perturba l’equilibrio spostando la magnetizzazione ~M dall’asse z:
fondamentale nell’NMR è quindi il rilassamento, processo in cui il sistema torna all’equi-
librio quando la perturbazione è finita. Il rilassamento viene generato dai campi magnetici
o elettrici fluttuanti sentiti dal nucleo, principalmente derivanti dal moto delle molecole. Il
rilassamento degli spin nucleari è dunque strettamente legato ai moti molecolari, in quan-
to è determinato dalle fluttuazioni delle interazioni tra gli spin che i moti stessi generano: i
processi di rilassamento permettono quindi di studiare i moti molecolari in modo dettagliato.
Si distinguono due tipi principali di rilassamento indipendenti l’uno dall’altro: il rilassa-
mento spin-reticolo o longitudinale T1, che descrive il ritorno all’equilibrio della magnetizza-
zione longitudinale ~Mz, ed il rilassamento spin-spin o trasversale T2, che descrive il ritorno a
zero della magnetizzazione trasversale ~Mxy.
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2.9.1 Il rilassamento spin-reticolo
E’ un processo esponenziale che descrive come la magnetizzazione ~Mz ritorna al suo valore
iniziale. L’energia ceduta dalla radiofrequenza perturba il sistema di spin e ne aumenta l’e-
nergia: per ripristinare l’originario equilibrio, gli spin cedono questa energia in eccesso al
reticolo, cioè alla molecole circostanti. In ultima analisi il recupero della magnetizzazione
longitudinale comporta una continua diminuzione di energia del sistema di spin fino al valore
di equilibrio. Il processo è descritto dall’andamento rappresentato in figura 2.22, in cui è evi-
dente un recupero esponenziale della magnetizzazione longitudinale. Il tempo caratteristico
della funzione esponenziale, indicato con T1, è detto tempo di rilassamento spin-reticolo.
Figura 2.22: Andamento della magnetizzazione longitudinale vs il tempo dopo un impulso.
L’andamento è ben descritto dall’equazione Mz(t) = M0(1 − e−t/T1) +Mz(0)e−t/T1
2.9.2 Il rilassamento spin-spin
E’ un processo di decadimento esponenziale che descrive come la magnetizzazione trasversale
perturbata torna a zero, suo valore di equilibrio. Il rilassamento spin-spin non comporta una
diminuzione di energia totale del sistema, perché gli spin scambiano energia tra di loro ma
non con l’esterno. A seguito dell’accoppiamento tra spin si ha una variazione di campi locali
che genera il defasamento tra le singole polarizzazioni di spin. Quindi la magnetizzazione
~Mxy, data dalla somma di tutte le polarizzazioni di spin nel piano xy, diminuisce all’aumentare
di questo defasamento fino a raggiungere il suo valore nullo di equilibrio. ll processo di
decadimento in questione è descritto dall’andamento rappresentato in figura 2.23.
In ultima analisi dopo la perturbazione, indotta da un impulso di radiofrequenza, la ma-
gnetizzazione precede intorno a ~B0 ed allo stesso tempo diminuisce a causa del defasamento:
viene descritta una spirale che diminuisce di intensità sul piano xy, e questo spiega la for-
ma del FID sinusoidale e con ampiezza decrescente nel tempo. Il tempo caratteristico della
funzione esponenziale, indicato con T2, è detto tempo di rilassamento spin-spin.
In figura 2.25 è riportato l’andamento dei tempi di rilassamento T1 e T2 con con la tem-
peratura e con il tempo di correlazione τC, tempo caratteristico del moto e corrispondente per
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Figura 2.23: Andamento della magnetizzazione trasversale vs il tempo dopo un impulso.
L’equazione che descrive la curva è Mxy(t) = Mxy(0)e−t/T2 .
Figura 2.24: Rilassamento della magnetizzazione trasversale dopo un impulso di radiazione a
90o, relativi FID e spettro NMR (ottenuto per Trasformata di Fourier del FID).
esempio al periodo di una rotazione. In particolare il T1 è caratterizzato dalla presenza di un
minimo in corrispondenza del tempo di correlazione 1/ωo ed è influenzato da moti di frequen-
za simile a ω0, dell’ordine delle decine-centinaia di MHz, a seconda del nucleo considerato e
dell’intensità del campo magnetico ~B0.
Mentre il T2 cresce monotonicamente al crescere della frequenza dei moti, nella curva dei
T1 è possibile individuare tre zone caratteristiche:
• quando il T1 diminuisce al crescere di τc, i moti che determinano il T1 sono caratterizzati
da un τc > 1ω0 (slow motion);
• quando il T1 è vicino al minimo, i moti che determinano il T1 sono caratterizzati da un
τc ≈ 1ω0 ;
• quando il T1 cresce al crescere di τc i moti che determinano il T1 sono caratterizzati da
un τc < 1ω0 (fast motion).
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Figura 2.25: Andamento dei tempi di rilassamento con il tempo di correlazione τc e con la
temperatura per un singolo moto.
2.9.3 La spin diffusion
La spin diffusion è un processo di diffusione spaziale della magnetizzazione che avviene gra-
zie all’accoppiamento dipolare omonucleare tra gli spin. Esso riguarda la magnetizzazione
longitudinale ~Mz che si propaga grazie all’interazione dipolare omonucleare, senza alterare né
l’energia né la magnetizzazione totali del sistema. Alla base del processo di spin diffusion c’è
lo scambio tra gli stati di spin di coppie di nuclei dello stesso tipo dipolarmente accoppiati
(flip-flop), che è dovuto al termine B dell’Hamiltoniano dipolare.
Figura 2.26: Flip-flop tra gli stati di spin, alla base della diffusione di magnetizzazione ~Mz.
Estendendo il processo da una coppia ad un insieme di spin si ha la diffusione spaziale
della magnetizzazione longitudinale, durante la quale le polarizzazioni di spin si spostano
nello spazio e nel tempo tendendo a colmare i gradienti di magnetizzazione ~Mz, eventualmente
presenti in zone diverse di un campione.
La spin diffusion diviene importante per nuclei ad elevata abbondanza isotopica naturale
e concentrazione, come per esempio 1H e 19F. La conseguenza principale della spin diffusion
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Figura 2.27: Schematizzazione del fenomeno della spin diffusion.
è che tende a mediare ad un unico valore i tempi di rilassamento T1 intrinseci, eventualmente
diversi, di nuclei uguali di un sistema di spin. Questo da un lato può far perdere in parte la
possibilità di ottenere informazioni dinamiche, ma dall’altro, essendo la spin diffusion un pro-
cesso di diffusione spaziale, può permettere di ottenere informazioni sul grado di eterogeneità




Gli esperimenti NMR sono stati condotti utilizzando uno spettrometro Varian Infinity Plus 400
a doppio canale per campioni solidi, dotato di un amplificatore ad alta potenza che permette
di utilizzare impulsi di radiofrequenza molto corti (1 - 4 µs) ottenendo così un’eccitazione
omogenea su un ampio range di frequenze e l’eliminazione dei forti accopiamenti dipolari
eteronucleari.
Sono stati effettuati esperimenti sui nuclei di fosforo (31P), carbonio (13C), deuterio (2H)
e protone (1H) le cui frequenze di Larmor al campo magnetico utilizzato sono rispettivamente
161.94, 100.59, 61.41 e 400.03 MHz. Gli esperimenti sono stati effettuati in condizioni stati-
che utilizzando un probe goniometrico in cui il portacampione, un tubino di vetro lungo circa
2 cm e di diametro pari a 5 mm che può contenere un volume di campione pari a circa 0.4
cm3, è posizionato con il suo asse perpendicolare al campo magnetico.
Sul probe utilizzato la durata degli impulsi a 90o per i nuclei 31P, 13C, 2He 1H era 2.95,
4.00, 4.50 e 4.40 µs rispettivamente.
I chemical shift dei nuclei 31P, 2H, 13C e 1H sono stati riferiti rispettivamente ai segnali di
acido fosforico all’85%, acqua deuterata, dodecano e residuo protonato dell’acqua deuterata.
Per i primi due nuclei sono stati fissati a 0 ppm i segnali di acido fosforico e 2H2O, mentre per
13C e 1H è stato usato TMS come riferimento primario.
La temperatura è stata controllata con un’accuratezza di ± 0.1 oC.
3.1 Tecniche per la registrazione degli spettri
Per il nucleo 31P è stata usata la sequenza di eccitazione diretta (DE) rappresentata dallo
schema di figura 3.1: è stato registrato il FID sul canale del fosforo utilizzando una sequenza
Single pulse (singolo impulso di 90o) e disaccoppiando contemporaneamente dal protone in
alta potenza (HPD).
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Figura 3.1: Sequenza di eccitazione diretta DE: nel nostro caso X è il fosforo, mentre I è il
protone.
Il disaccoppiamento dei protoni che media a zero la loro interazione dipolare con i nuclei
X osservati viene ottenuto irradiando in maniera continua (Continuous Wave) sul canale del
nucleo abbondante I (in questo caso 1H) durante la registrazione del FID del nucleo raro X (in
questo caso 31P). Questo consente in generale un notevole aumento della risoluzione spettrale
e, in ogni caso, l’ottenimento di uno spettro che dipende solo dall’interazione di schermo
chimico.
Generalmente gli esperimenti di eccitazione diretta quantitativi richiedono un tempo di
acquisizione abbastanza lungo, a causa degli elevati valori dei tempi di rilassamento spin-
reticolo dei nuclei rari e del fatto che, avendo un rapporto giromagnetico γx basso, è necessa-
rio un elevato numero di scansioni per ottenere un buon rapporto segnale-rumore.
Gli spettri del carbonio sono stati ottenuti sempre per eccitazione diretta con disaccoppia-
mento dai nuclei 1H utilizzando però la sequenza DEPTH, specificatamente sviluppata per
diminuire i segnali di background del probe [23].
Per i nuclei 1H è stata utlizzata la semplice eccitazione diretta schematizzata in figura 3.2.
Figura 3.2: Sequenza dell’eccitazione diretta DE per il protone.
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Infine per l’acquisizione degli spettri dei nuclei di deuterio, nucleo quadrupolare a spin
I = 1, è stata utilizzata la sequenza Quadrupolar Echo, rappresentata in figura 3.3. Per i
nuclei quadrupolari il T2 è generalmente molto corto, infatti l’interazione quadrupolare fa
decadere velocemente il FID. A questo si aggiunge che negli spettrometri NMR la bobina
che trasmette la radiofrequenza al campione è la stessa che riceve il segnale, quindi dopo
l’impulso è necessario attendere il cosiddetto dead time prima di acquisire il FID per evitare
effetti di ringing acustico. E’ possibile che il FID decada tutto o in parte durante il dead time,
provocando distorsioni inaccettabili allo spettro. In questi casi si ricorre all’uso di sequenze di
echo; la sequenza di Quadrupolar Echo è specificatamente concepita per nuclei quadrupolari.
Figura 3.3: Sequenza Quadrupolar Echo usata per il deuterio.
Il susseguirsi di due impulsi a 90o sfasati di pi/2 ed intervallati da uno stesso tempo τ
maggiore del dead time permette la rifocalizzazione della magnetizzazione trasversale e la
generazione di un’eco del FID, il quale può essere così registrato integralmente dopo un tempo
τ dalla fine del secondo impulso a 90o. Il tempo τ deve essere maggiore del dead time ma
minore del tempo in cui il FID decade totalmente.
3.2 Tecniche per la misura di tempi di rilassamento
Sono stati misurati i tempi di rilassamento nel sistema di riferimento del laboratorio (T1) sia
del nucleo 2H che 1H.
Deuterio
I tempi di rilassamento T1 dei nuclei 2H sono stati misurati utilizzando la sequenza di Inver-
sion Recovery, il cui schema è riportato in figura 3.4.
Sul canale del nucleo 2H viene mandato un impulso di radiofrequenza a 180o alla fre-
quenza di Larmor del nucleo 2H che ha l’effetto di portare la magnetizzazione longitudinale,
inizialmente allineata con il semiasse +z del sistema di riferimento del laboratorio, lungo la
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Figura 3.4: Sequenza di Inversion Recovery.
direzione -z; si attende quindi un tempo τ durante il quale si ha recupero parziale della magne-
tizzazione longitudinale iniziale grazie al rilassamento spin-reticolo. Infine con un impulso
a 90o la magnetizzazione parzialmente recuperata viene trasformata in magnetizzazione tra-
sversale il cui FID viene registrato. L’integrale di ogni segnale in funzione di τ crescente
mostra un andamento tipicamente mono o bi-esponenziale e dal fitting della curva ottenuta è
possibile ricavare il valore di T1: in figura 3.5 è riportato un esempio relativo al segnale di
uno spettro 2H NMR. La curva in figura può essere riprodotta con una funzione monoespo-
nenzialeMz(τ) = M0(1−a ·e−τ/T1) dove M0, α e T1 sono parametri del fitting. M0 rappresenta
la magnetizzazione longitudinale di equilibrio e α vale circa 2 (deviazioni dal valore teorico
sono dovute ad una non completa inversione della magnetizzazione).
Figura 3.5: Curva di recupero di Mz per il nucleo di deuterio ottenuta tramite Inversion Recovery
e relativo fitting. In questo caso l’equazione del fitting è Mz(τ) = M0(1 − a · e−τ/T1) , dove a è
risultato essere pari a 1.90 e T1 0.135 sec.
Protone
Nel caso dei nuclei 1H la sequenza scelta per misurare il tempo si rilassamento spin-reticolo
è stata la Saturation Recovery, il cui schema è riportato in figura 3.6.
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Figura 3.6: Sequenza della Saturation Recovery per misurare il T1 del protone.
In questo esperimento viene mandato un treno di impulsi a 90o tra loro molto vicini in
modo da annullare la magnetizzazione. Quindi si attende un tempo τ, variabile in ogni spettro
come nel caso dell’inversion recovery, durante il quale si ha parziale recupero di Mz. Infine, a
seguito di un ulteriore impulso a 90o che trasforma la Mz parzialmente recuperata in magnetiz-
zazione traversale, si registra il FID. Campionando l’intensità degli integrali degli spettri a di-
verso τ si ottiene una curva con andamento tipicamente mono o bi - esponenziale, il cui fitting
consente di ricavare il T1. E’ riportato un esempio di curva ottenuta con questa sequenza in
figura 3.7. La curva può essere riprodotta con un’equazione del tipoMz(τ) = M0(1−a ·e−τ/T1)
dove M0 è la magnetizzazione longitudinale di equilibrio ed α è un parametro che dovrebbe
valere 1 (valori leggermente diversi da 1 correggono un non perfetto annullamento iniziale
della magnetizzazione).
Figura 3.7: Curva di recupero della magnetizzazione Mz del protone ottenuta tramite Saturation
Recovery: l’equazione utilizzata per il fitting è stata in questo caso Mz(τ) = M0(1 − a · e−τ/T1),
dove il parametro a ottenuto dal fitting vale 1.00 mentre il T1 è pari a 0.447 sec.
La Saturation Recovery è in generale un esperimento più veloce dell’Inversion Recovery
perché tra una scansione e l’altra non è necessario attendere il ritorno all’equilibrio della
magnetizzazione longitudinale. D’altro canto è necessario calibrare con precisione il treno di
impulsi da un lato per ottenere un efficace annullamento della magnetizzazione e dall’altro per
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evitare un eccessivo surriscaldamento del campione. Infine la sequenza di Inversion Recovery
è più sensibile in quanto si lavora in un range di valori della magnetizzazione longitudinale
compreso tra -M0 ed M0, doppio rispetto a quello della Saturation Recovery, che è compreso
tra 0 ed M0.
